MODIFIKASI ENZIMATIK BAHAN BERBASIS SELULOSA SEBAGAI SUBSTRAT POTENSIAL BIOETANOL by KARIMA, ASMAUL
JURNAL SAINS DAN SENI ITS Vol. 4, No.1, (2016) 2337-3520 (2301-928X Print) 
 
1 
Abstrak— Selulosa merupakan biopolimer D-glukosa 
dengan memiliki ikatan β-1,4 glikosidik yang keberadaanya 
melimpah di alam namun memiliki struktur yang tak larut dan 
sukar dihidrolisis. Hidrolisis secara enzimatik bahan berbasis 
selulosa menghasilkan komponen gula sederhana. Pada 
penelitian ini, selulase diproduksi dari  Trichoderma harzianum 
dan Trichoderma sp. LM 1039. Karakterisasi hasil purifikasi 
enzim menunjukkan aktivitas tertinggi yaitu sebesar 233,89 U/ml 
dengan kadar protein 0,174 mg/ml pada isolat Trichoderma 
harzianum dan pada Trichoderma sp. LM 1039 sebesar 223,334 
U/ml dengan kadar protein 0,159 mg/ml. Analisis titik isoelektrik 
dan SDS-PAGE menunjukkan titik isoelektrik enzim berada 
pada pH 5 yang menandakan asam amino penyusun protein 
dominan bemuatan negatif dengan berat molekul sebesar 40,36 
kDa. Hasil hidrolisis enzimatik crude enzim pada substrat  
rumput laut, kertas koran dan kertas saring whatman 
no.1 menunjukkan bahwa gula reduksi tertinggi hingga 
terendah yaitu sebesar 1,43-1,44 mM/ml (rumput laut), 
0,54-0.70 mM/ml (kertas koran), dan 0,55-0,78 mM/ml 
(whatman). Hasil analisis FTIR pada kertas koran 
menunjukkan bahwa pada 894 cm-1 terjadi perubahan 
terhadap gugus eter (C-O-C) di rantai selulosa. 
 
Kata Kunci— Selulase, Selulosa, Trichoderma sp. 
I. PENDAHULUAN 
IOETANOL (etil alkohol, CH3–CH2–OH atau ETOH) 
merupakan biofuel cair yang berasal dari proses 
fermentasi dengan melibatkan mikroorganisme [1] [2].  
Pemanfaatan biomassa berbasis selulosa dalam produksi 
bioetanol memiliki kelebihan meliputi biaya produksi yang 
murah, jumlah yang melimpah dan bersifat terbaharukan [3] 
Konversi biomassa dalam produksi bioetanol terdiri dari 3 
tahap yaitu pre-treatment, hidrolisis (sakarifikasi), dan 
fermentasi gula tereduksi. Tahapan sakarifikasi (hidrolisis) 
merupakan tahapan penting dalam menyediakan sumber 
karbon [4].  Sakarifikasi  secara enzimatik dinilai lebih efektif 
dalam mendegradasi selulosa karena tidak menghasilkan 
residu yang bersifat korosif dan tidak membutuhkan proses 
penetralan senyawa toksikan. Pada umumnya enzim yang 
digunakan untuk hidrolisis selulosa adalah selulase [5] [6] [7].   
Selulase (EC 3.2.1.4) dikenal dengan nama sistematik β-1,4 
glukan-4-glukano hidrolase adalah enzim yang dapat 
menghidrolisis selulosa dengan memutus ikatan glikosidik β-
1,4 dalam selulosa, selodektrin, selobiosa, dan turunan 
selulosa lainnya menjadi gula sederhana atau glukosa. Sistem 
pemecahan selulosa menjadi glukosa melibatkan tiga jenis 
enzim selulase yaitu endo-β-1,4-glukanase, ekso-β-1,4-
glukanase, dan β-glukosidase [5] [7] [8] [9].  
 Selulosa dapat disakarifikasi dengan memanfaatkan enzim 
selulase yang diproduksi oleh beberapa mikroorganisme 
meliputi bakteri, kapang, dan Actinomycetes [10] [11]. Salah 
satu jenis kapang yang dapat memproduksi enzim selulase 
secara optimal yaitu genus Trichoderma sp. [12] [13]. 
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, Trichoderma sp. 
mampu tumbuh optimal pada suhu 32-35°C dan pH 6 dengan 
aktivitas enzim sebesar 8,2 U/ml dalam mendegradasi substrat 
[14] [15].  
Kompleksitas struktur kristalin pada selulosa merupakan 
faktor penting yang dapat mempengaruhi tingkat degradasi 
selulosa menjadi gula sederhana [4]. Pemanfaatan substrat 
berbasis selulosa dengan modifikasi enzimatik sebagai bahan 
baku pembuatan bioetanol masih relatif rendah. Sehingga 
dalam penelitian ini dilakukan hidrolisis enzimatik 
menggunakan selulase dari Trichoderma sp. pada substrat 
rumput laut, kertas koran, dan  kertas saring Whatman no.1 
sebagai bahan baku potensial dalam fermentasi bioetanol. 
II. METODOLOGI 
A. Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari hingga 
bulan Mei 2016 di Laboratorium Mikrobiologi dan 
Bioteknologi Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu 
Pengetahuan Alam, Institut Teknologi Sepuluh Nopember.  
B. Preparasi Bubuk Jerami Padi  
Preparasi bubuk jerami padi dilakukan dengan mencuci 
jerami padi dengan menggunakan air hingga bersih. 
Kemudian jerami padi dikeringkan anginkan selama 4-5 hari 
lalu dipotong-potong berukuran 2 cm. Jerami padi yang telah 
dipotong selanjutnya dihancurkan dan dihaluskan hingga 
membentuk bubuk. Bubuk jerami yang terbentuk selanjutnya 
dilakukan pre-treatment alkali dengan cara dikukus selama 10 
menit. 
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C. Peremajaan dan Aklimatisasi Trichoderma sp. 
Isolat yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat 
Trichoderma harzianum dan Trichoderma sp. LM 1039 
koleksi Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan 
Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 
Institut Teknologi Sepuluh Nopember. Peremajaan isolat 
Trichoderma harzianum dan Trichoderma sp. LM 1039 
dilakukan dengan menggunakan media Potato Dextrose Agar 
(PDA) dan media Potato Dextrose Broth (PDB).  
 Isolat Trichoderma harzianum dan Trichoderma sp. LM 
1039 dikultur pada media yang mengandung selulosa supaya 
terkalimatisasi tumbuh dengan menggunakan selulosa sebagai 
sumber karbon. Aklimatisasi dilakukan dengan cara 
memindahkan 10 % kultur Trichoderma harzianum dan 
Trichoderma sp. LM 1039 dari media PDB dalam 200 ml 
media PDB termodifikasi. Kultur isolat dalam media PDB 
termodifikasi diinkubasi selama 7 hari menggunakan rotary 
shaker pada suhu ruang. Kemudian sebanyak 10 % kultur 
isolat dari media PDB temodifikasi dipindahkan kedalam 250 
media Mendel’s yang mengandung bubuk jerami padi dan 
diinkubasi menggunakan rotary shaker pada suhu ruang 
selama 7 hari. 
D. Preparasi Starter Trichoderma sp.  
Persiapan starter dibuat dengan cara memindahkan sebanyak 
10 % kultur Trichoderma harzianum dan Trichoderma sp. LM 
1039 dari media Mendel’s lama kedalam 50 ml media 
Mendel’s baru yang mengandung bubuk jerami padi. Kultur 
isolat dalam media Mendel’s baru diinkubasi menggunakan 
rotary shaker pada suhu ruang selama 7 hari. Pertumbuhan 
Trichoderma sp.  diamati setiap hari dengan cara mengukur 
biomassa kering kapang menggunakan analitical balance. 
Isolat Trichoderma sp. pada fase eksponensial digunakan 
sebagai starter dalam fermentasi cair untuk produksi selulase. 
E. Produksi dan Isolasi Selulase 
Selulase diperoleh melalui teknik fermentasi oleh 
Trichoderma harzianum dan Trichoderma sp. LM 1039. 
Produksi selulase dilakukan dengan menginokulasikan starter 
sebanyak 10 % dalam Erlenmayer yang mengandung 50 ml 
media fermentasi (media Mendels). Kultur diinkubasi 
menggunakan rotary shaker pada suhu ruang (28 ± 1ºC) 
hingga fase stasioner. Setelah tercapai fase stasioner, isolasi 
selulase dilakukan menggunakan metode sentrifugasi dengan 
kecepatan 10000 rpm selama 10 menit pada suhu 4 ºC untuk 
memisahkan miselium fungi dan enzim. Hasil sentifugasi pada 
bagian supernatan inilah yang merupakan ekstrak enzim kasar 
yang akan diamati aktivitas dan kandungan proteinnya, 
selanjutnya dilakukan pemurnian enzim dan karakterisasi 
enzim lainnya. 
F. Purifikasi Selulase Trichoderma sp. 
Purifikasi selulase dilakukan dengan cara penambahan 
ammonium sulfat padat (NH4)2SO4 kedalam larutan enzim 
kasar selulase sambil diaduk dengan menggunakan magnetic 
stirrer dengan tingkat kejenuhan 0-30%, 30%-45%, 45%-
60%, 60%-75%, dan 75%-90%. Pada tingkat kejenuhan 0-
30% (fraksi I)  ditambahkan sebanyak 2,40 gr (NH4)2SO4, 
tingkat kejenuhan  30%-45% (Fraksi II) ditambahkan 
sebanyak 1,78 gr (NH4)2SO4, tingkat kejenuhan 45%-60% 
(fraksi III) ditambahkan sebanyak 1,87 gr (NH4)2SO4, tingkat 
kejenuhan 60%-75% (fraksi IV) ditambahkan sebanyak 1,96 
gr (NH4)2SO4, dan pada tingkat kejenuhan 75%-90% (fraksi 
V) ditambahhkan sebanyak 2,07 gr (NH4)2SO4. Pada masing-
masing tingkat kejenuhan, penambahan ammonium sulfat 
(NH4)2SO4 dilakukan sedikit demi sedikit ke dalam 20 ml 
larutan enzim kasar sambil diaduk menggunakan kaca 
pengaduk. Setelah  (NH4)2SO4 larut, larutan enzim kasar 
dibiarkan selama satu jam pada suhu 4ºC. Kemudian larutan 
tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 3500 rpm selama 20 
menit pada suhu 4ºC. Supernatan hasil sentrifugasi digunakan 
untuk tahap fraksinasi selanjutnya. Sementara itu, fraksi 
protein yang mengendap (natan) dilarutkan dalam buffer 
fosfat (pH 7,0-7,2). Fraksi-fraksi protein dalam ammonium 
sulfat yang diperoleh akan dilakukan karakterisasi meliputi 
aktivitas enzim, kandungan protein, titik isoelektrik dan berat 
molekul enzim (SDS-PAGE). 
G. Uji Aktivitas Selulase  
Kurva standar glukosa dibuat dengan cara melarutkan 
sebanyak 10 mg glukosa anhidrat ke dalam aquades 10 ml. 
Larutan yang diperoleh memiliki konsentrasi akhir 1 mg/ml, 
larutan ini menjadi larutan stock standar yang satuannya 
dikonversi menjadi µM/ml. Selanjutnya dilakukan 
pengenceran bertingkat dengan penambahan akuades sehingga 
diperoleh variasi konsentrasi glukosa anhidrat. Pada masing-
masing variasi konsentrasi glukosa anhidrat, diambil sebanyak 
0,2 ml kemudian dimasukkan dalam tabung reaksi dan 
ditambahkan dengan 1,8 ml akuades dan 3 ml reagen DNS. 
Tabung reaksi dipanaskan pada air mendidih selama 5 menit 
agar terjadi reaksi antara glukosa dan DNS. Selanjutnya 
tabung didinginkan hingga mencapai suhu ruang. Angka 
absorbansi DNS diukur pada spektrofotometer UV-Vis pada 
panjang gelombang 540 nm [16]. Pengujian aktivitas enzim 
selulase diukur menggunakan metode [17]. yang telah 
dimodifikasi. Larutan digesti yang terdiri dari 1,8 ml substrat 
CMC (carboxymethyl cellulase) 2% dalam buffer sitrat (pH 5 
dengan konsentrasi 0,005 M), dan 0,2 ml supernatan (ekstrak 
kasar selulase) yang di inkubasi selama 30 menit pada suhu 50 
°C di dalam waterbath. Setelah akhir waktu inkubasi, sampel 
diambil kemudian reaksi diterminasi dengan penambahan 3 ml 
reagen DNS, selanjutnya dipanaskan selama 5 menit dalam air 
mendidih hingga terjadi perubahan warna dan segera 
didinginkan. Aktivitas enzim diukur menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 540 nm. 
Konversi kadar glukosa ke dalam unit aktivitas menggunakan 
rumus [18].  
 
H. Uji Kandungan Protein  
 Metode Bradford (1967) merupakan salah satu metode 
pengukuran kadar protein dengan menggunakan kurva standar 
Bovine Serum Albumin (BSA). Prinsip metode ini adalah 
pembentukan ikatan antara zat warna Coomassie Brilliant 
Blue G-250 dengan protein sehingga dapat diukur nilai 
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Optical Density (OD) menggunakan spektrofotometer dengan 
panjang gelombang 595 nm. 
Reagen Bradford dibuat dengan melarutkan 200 mg 
Coomasie Brilian Blue (CBB) G-250 kedalam 10 ml etanol 95 
% dan ditambahkan 20 ml asam fosfor 8,5 %. Kemudian 
larutan dilarutkan dengan akuades hingga volume akhir 
mencapai 200 ml. 
 Kurva standart protein dibuat dengan menimbang Bovine 
Serum Albumin (BSA) 10 mg dan dilarutkan dalam 10 ml 
akuades sehingga diperoleh konsentrasi (w/v).  Larutan yang 
diperoleh memiliki konsentrasi akhir 1 mg/ml. Larutan ini 
menjadi larutan stock standar yang selanjutnya dilakukan 
pengenceran bertingkat dengan penambahan akuades sehingga 
diperoleh variasi konsentrasi dari larutan stok BSA. Pada 
masing-masing variasi konsentrasi, diambil sebanyak 0,1 ml 
dan ditambahkan 5 ml reagen Bradford. Larutan 
dihomogenkan menggunakan vortex dan diukur 
absorbansinya menggunakan spektrofotometer dengan 
panjang gelombang 595 nm. Nilai absorbansi dibuat dalam 
bentuk kurva standar dengan persamaan y = ax+b , dimana y 
adalah nilai absorbansi dan x adalah nilai konsentrasi protein 
standar BSA. Pengukuran kadar protein selulase dilakukan 
dengan cara mereaksikan sebanyak 0,1 ml larutan selulase 
dengan 5 ml reagen Bradford. Larutan dihomogenkan 
menggunakan vortex dan diukur absorbansinya menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 595 nm. 
Kadar protein enzim dapat ditentukan berdasarkan persamaan 
kurva standar BSA (Bovine Serum Albumine) yang telah 
dibuat sebelumnya. 
I. Titik Isoelektrik  
Prinsip pada pengujian ini adalah pembentukan endapan 
kekeruhan paling cepat atau paling banyak merupakan titik 
isoelektrik [19]. Analisis dilakukan dengan mempersiapkan 6 
tabung reaksi bersih dan kering, kemudian dimasukkan 1 ml 
selulase pada tiap tabung. Ditambahkan 1 ml larutan buffer 
asetat dari pH 3,4,5,6,7 dan 8 pada setiap tabung. Kemudian 
tabung dikocok dan dicatat derajat kekeruhannya setelah 0, 10 
dan 30 menit. Diamati hasilnya pada tabung dengan 
pembentukan endapan maksimal. Selanjutnya semua tabung 
dipanaskan diatas penangas air dan diamati hasilnya 
J. Analisis Elektroforesis SDS-PAGE  
Elektroforesis merupakan metode pemisahan fraksi 
campuran berdasarkan  pergerakan partikel-pertikel koloid 
yang bermuatan dibawah pengaruh medan listrik. Pergerakan 
molekul tersebut dipengaruhi oleh bentuk, ukuran, muatan dan 
sifat biologi dan kimia molekul serta pengaruh voltase 
diantara elektroda. Pergerakan suatu partikel bermuatan pada 
medan listrik didefinisikan sebagai mobilitas [20]. Prinsip 
SDS-PAGE adalah menentukan bobot molekul dan tingkat 
kemurnian suatu sampel.  
 Pembuatan gel merupakan langkah awal yang 
dilakukan  dalam elektroforesis. Metode yang digunakan 
dalam pembuatan gel adalah metode [21]. Bahan yang 
digunakan dalam membuat separating gel dicampur satu 
persatu dan pada akhir campuran ditambahkan dengan 
tertrametilen diamina (TEMED). Larutan tersebut diaduk dan 
dipipet perlahan kedalam plate kaca sampai 1,5 cm dari 
permukaan kaca lalu didiamkan sekitar 15-20 menit. Dalam 
proses ini diusahakan agar tidak terbentuk gelembung udara. 
Setelah gel memadat, campuran stacking gel dipipet perlahan 
ke dalam plate kaca  lalu dengan segera dimasukkan sisir (10 
sumuran) sebagai tempat memasukkan sampel. 
 Sampel dipanaskan pada suhu 100 °C selama 3 menit 
kemudian dicampurkan dengan buffer sampel dan dilakukan 
loading sampel ke dalam sumuran sebanyak 12 µl. Sedangkan 
Marker (silver staining) yang dimasukkan dalam sumuran 
sebanyak 10 µl. Sebelum running, dimasukkan buffer 
elektroforesis ke dalam chamber.  Selanjutnya running 
elektroforesis dilakukan selama 1,5 jam pada tegangan 100 
volt, 50 mA dalam kondisi dingin.  
 Setelah pemisahan, gel dilepas dari plate kaca lalu 
direndam dalam larutan fiksasi (25% metanol + 12% asam 
asetat) 24 selama 1 jam. Selanjutnya, gel tersebut direndam 
dalam larutan etanol 50% selama 20 menit dan larutan etanol 
30% selama 2 x 20 menit. Setelah itu, gel tersebut direndam 
dalam larutan enhancer (larutan Na2S2O3.5H2O) selama 1 
menit. Gel kemudian dicuci dengan akuabides selama 3 x 2 
menit. Setelah dicuci dengan akuabides, gel direndam dalam 
larutan staining Coomassie Brilliant Blue selama 30 menit lalu 
dibilas cepat dengan akuabides selama 2 x 20 detik. Kelebihan 
warna dihilangkan dengan larutan destaining (larutan Na2CO3 
+ formaldehida 37%) sampai diperoleh pita-pita protein yang 
jelas teramati dengan latar belakang yang relatif jernih. Reaksi 
dihentikan dengan menggunakan larutan fiksasi [21]. 
K. Hidrolisis Enzimatik Pada Substrat Berselulosa 
Substrat yang digunakan dalam sakarifikasi meliputi kertas 
koran, rumput laut, dan kertas whattman no. 1. Enzim 
selulolitik yang digunakan dalam sakrifikasi berasal dari 
fermentasi cair oleh Trichoderma sp. Modifikasi enzimatik 
pada substrat yang mengandung selulosa dilakukan dengan 
cara meraksikan secara langsung antara substrat selulosa 
dalam bentuk bubuk dengan crude enzim selulase. 
Sakarifikasi dilakukan dalam Erlenmayer 250 ml dengan 
memasukkan sebanyak 0,5 gr substrat berselulosa 
ditambahkan 0,5 ml crude enzim dalam 30 ml buffer sitrat 
0,05 mol/L  pH 5.  Selanjutnya campuran tersebut diletakkan 
inkubator shaker pada suhu 50 °C selama 18 jam. Pengukuran 
kadar gula tereduksi sampel dari proses sakarifikasi dilakukan 
setiap 6 jam selama 18 jam menggunakan metode DNS 
berdasarkan nilai absorbansi sampel di spektrofotometer pada 
panjang gelombang 540 nm [22].   
L. Analisis Gugus Fungsi  
 FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) 
merupakan suatu metode yang digunakan untuk 
mengidentifikasi gugus fungsi senyawa organik (Khopkar, 
1990). Pengukuran gugus fungsi diawali dengan persiapan 
sampel. Substrat berbasis selulosa hasil modifikasi 
dikeringkan menggunakan oven. Selanjutnya sampel 
dimasukkan dalam instrument FTIR. Dilakukan pembacaan 
gugus fungsi pada range spektrum 400 hingga 4000 cm-1. 
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III. HASIL DAN PEMBAHASAN  
A. Produksi dan Isolasi Enzim 
Produksi selulase dilakukan melalui teknik fermentasi oleh 
isolat Trichoderma sp. pada medium Mendels yang 
mengandung jerami padi sebagai sumber karbon berupa 
selulosa. Hasil dari fermentasi oleh isolat Trichoderma 
harzianum dan Trichoderma sp. LM 1039 pada medium 
Mendels menunjukkan adanya perubahan secara visual pada 
warna medium  yang awalnya coklat keruh menjadi coklat 
bening  setelah 3 hari inkubasi (Gambar 4.1). Gambar 4.1 
menunjukkan perbedaan warna medium sebelum dan sesudah 
fermentasi. 
 
Isolasi  enzim dilakukan setelah masa fermentasi. Kurva 
pertumbuhan diperlukan untuk mengetahui waktu yang tepat 
untuk isolasi enzim. Kurva pertumbuhan isolat Trichoderma 
harzianum dan Trichoderma sp. LM 1039 pada medium 
Mendels (Gambar 4.2) terdiri dari fase lag (adaptasi), fase 
eksponensial merupakan fase pertumbuhan optimal 
mikroorganisme sebab ketersediaan jumlah nutrisi yang 
melimpah. Fase stasioner merupakan keadaan yang dicirikan 
dengan jumlah pertumbuhan setara dengan jumlah kematian 
mikroorganisme akibat nutrisi dalam medium mulai menipis 
sehingga terjadi akumulasi produk sisa yang dapat 
menghambat pertumbuhan [23].   
 
Gambar 4.2 Kurva Pertumbuhan Trichoderma sp. dalam 50 
ml Medium Mendels  
Pada Gambar 4.2 tampak bahwa fase lag dimulai dari jam 
ke-0 hingga jam ke-6 dan berlangsung singkat karena 
inokulum Trichoderma harzianum dan Trichoderma sp. LM 
1039 yang digunakan sebagai starter telah teraklimatisasi 
dalam medium yang mengandung selulosa. Fase eksponensial 
dimulai pada jam ke-6 hingga jam ke-54. Pada fase ini terjadi 
pertumbuhan isolat secara pesat dengan memanfaatkan satu-
satunya sumber karbon berupa selulosa yang dihidrolisis 
menggunakan enzim selulase.  Pada jam ke-54 hingga jam ke-
66 isolat Trichoderma memasuki fase stasioner yang 
menunjukkan bahwa tingkat pertumbuhan dan kematian isolat 
seimbang sehingga tidak terdapat pertumbuhan 
mikroorganisme. Pada fase ini selulase mulai diproduksi 
karena selulase merupakan metabolit sekunder yang akan 
diinduksi dan diproduksi bila tersedia substrat spesifik berupa 
kompleks selulosa selain itu hal ini diduga berkaitan dengan 
pengkatifan CCR (carbon catabolite repression) yang 
merupakan pengontrol ekspresi gen pengkode enzim selulase 
pada isolat Trichoderma. Pengaktifan CCR tersebut akan 
menghasilkan enzim ekstraseluler yang akan menghidrolisis 
selulosa guna memenuhi kebutuhan karbon yang semakin 
menipis [24] [25].  Ketika kultur telah memasuki fase 
stasioner, isolasi enzim dilakukan sebab enzim selulase 
terakumulasi secara maksimal di dalam media kultur. Hal ini 
sesuai dengan pernyataan [24] bahwa produksi enzim selulase 
meningkat ketika memasuki fase stasioner. Isolasi enzim 
dilakukan menggunakan sentrifugasi dengan kecepatan 10000 
rpm selama 10 menit sehingga dihasilkan  supernatan yang 
merupakan ekstrak kasar selulase yang bebas dari sel mikroba. 
Formulasi medium untuk menentukan profil pertumbuhan 
Trichoderma harzianum dan Trichoderma sp. LM 1039 pada 
Gambar 4.1 di atas menggunakan jerami padi  sebagai sumber 
karbon. Hal ini menjadi penting karena diharapkan 
Trichoderma harzianum dan Trichoderma sp. LM 1039 dapat 
teradaptasi dengan ketersediaan sumber karbon dalam bentuk 
polimer panjang. Menurut [26] bahwa mikroorganisme akan 
memanfaatkan sumber karbon yang tersedia dilingkungan 
sekitarnya ketika sumber karbon utamanya tidak tersedia. 
B. Purifikasi dan Karakterisasi Enzim 
Pemurnian selulase menggunakan garam amonium sulfat 
dengan konsentrasi bertingkat bertujuan untuk memisahkan 
protein tertentu berdasarkan tingkat kelarutannya (Salting out) 
[27]. Hasil purifikasi selulase pada isolat Trichoderma 
harzianum dan Trichoderma sp.LM 1039 dapat diamati pada 
Gambar 4.3. 
Gambar 4.1 Perbedaan Warna Pada Medium Mendels 
Sebelum Fermentasi (Kiri) dan Setelah Fermentasi (Kanan) 




Gambar 4.3 Aktivitas Enzim dan Kadar Protein Isolat a). 
Trichoderma sp. LM 1039 b). Trichoderma harzianum 
Pada Gambar 4.3 dapat dilihat bahwa nilai aktivitas spesifik 
selulase tertinggi dari isolat Trichoderma harzianum dan 
Trichoderma sp. LM 1039 tercapai pada fraksi ke 3 yaitu 
sebesar 223,84 U/ml dan 223,334 U/ml. Hal ini menunjukkan 
bahwa protein selulase terkonsentrasi pada fraksi tersebut  dan 
selaras dengan tujuan purifikasi yaitu untuk meningkatkan 
kemampuan protein fungsional sehingga aktifitasnya semakin 
tinggi.  
Untuk mengkonfirmasi hasil purifikasi protein selulase, 
maka dilakukan karakterisasi dengan uji kandungan protein, 
titik isoelektrik dan SDS-PAGE. Kadar protein tertinggi yang 
diperoleh melalui uji Bradford setelah purifikasi terdapat pada 
fraksi ke-2 yaitu sebesar 0,347 mg/ml pada isolat 
Trichoderma harzianum dan 0,378 mg/ml pada isolat 
Trichoderma sp. LM 1039.  
Titik isoelektrik merupakan kondisi molekul protein 
mempunyai muatan positif dan negatif yang sama sehingga 
saling menetralkan atau bermuatan nol [28]. Titik isoelektrik 
selulase yang terpurifikasi tercapai pada pH 5 yang 
mencirikan karakter selulase akan terkoagulasi pada rentang 
pH 3,5 - 5,5 [29]. Berdasarkan hal tersebut, maka diduga 
bahwa asam amino dalam protein enzim dominan bermuatan 
negatif. Gambar 4.4 menunjukkan adanya koagulasi yang 








Pengujian konfirmasi selanjutnya terkait selulase adalah 
pengujian berat molekul menggunakan SDS-PAGE. SDS-
PAGE merupakan salah satu metode PAGE yang digunakan 
untuk analisa campuran protein secara kualitatif. Prinsip 
penggunaan metode ini adalah migrasi komponen akrilamid 
dengan N.N’ bisakrilamid. Metode ini sering digunakan untuk 
menentukan berat molekul suatu protein disamping untuk 
memonitor pemurnian protein [30]. Berdasarkan Gambar 4.5 
terdapat 1 pita  protein yang terlihat dengan jelas dari hasil 
elektroforesis SDS-PAGE. Pita protein tersebut terletak pada 
rentang 35 kDa hingga 45 kDa dengan berat molekul sebesar 
40,36 kDa. Sehingga diduga bahwa besar berat molekul 
tersebut merupakan berat molekul salah satu kompleks 
selulase yaitu endoglukanase. Hal ini sesuai dengan 
pernyataan yang menyatakan bahwa endoglukanase V (EG V) 
memiliki berat molekul sebesar 40 kDa [31]. Gambar 4.5 























C. Tingkat Gula Reduksi Hasil Hidrolisis Enzimatik  
Gula reduksi hasil dari proses hidrolisis enzimatik dianalisis 
menggunakan metode 3-5-dinitrosalicylic acid (DNS) [22]. 
Hasil pengukuran gula reduksi selama hirolisis enzimatik 
menggunakan crude enzim isolat Trichoderma harzianum dan 
a 
b 
Gambar 4.4 Titik Isoelektrik Enzim Selulase 
Endapan 
Gambar 4.5 Elekroforesis SDS-PAGE Pada Fraksi Protein 
45-60 % (M) Marker, (1) Trichoderma harzianum, dan (2) 
Trichoderma sp. LM 1039 
 
Pita-pita protein 
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Trichoderma sp. LM 1039 pada berbagai substrat ditunjukkan 
oleh Gambar 4.6. 
Berdasarkan Gambar 4.6, tampak bahwa konsentrasi gula 
reduksi tertinggi yang dihasilkan selama hidrolisis enzimatik 
terdapat pada substrat rumput laut. Hidrolisis enzimatik pada 
substrat rumput laut menghasilkan konsentrasi gula reduksi 
tertinggi yaitu sebesar 1,4 mM/ml dibandingkan pada substrat 
kertas koran dan kertas saring whatman yang hanya sebesar 
0,5 mM/ml dan 0,7 mM/ml. Hal ini dimungkinkan disebabkan 
oleh perbedaan kristalinitas dari substrat selulosa, selain itu 
diduga dipengaruhi oleh faktor sisi aktif (active site) enzim 
yang terikat pada substrat [32].  
 
Gambar 4.6 Tingkat Gula Reduksi Setelah Hidrolisis 
Enzimatik  
D. Analisis FTIR Hasil Modifikasi Enzimatik  
FTIR merupakan salah satu teknik analisis kualitatif yang 
berfungsi untuk mengetahui perubahan komponen modifikasi 
dan analisis gugus fungsi senyawa organik. Hasil analisis  
FTIR setelah hidrolisis enzimatik pada beberapa substrat 
selulosa ditunjukkan olah Gambar 4.7.  
 Berdasarkan Gambar 4.7, tampak bahwa terjadi perubahan 
pada intensitas panjang gelombang 894 cm-1 yang ditandai 
dengan penuunan peak antara kontrol dengan sampel. Hal ini 
sesuai dengan penelitian yang menyebutkan bahwa hasil 
hidrolisis secara enzimatik terdeteksi terjadi perubahan pada 
peak di rentang panjang gelombang 1500 hingga 894 cm-1. 
Hidrolisis secara enzimatik menyebabkan terjadinya 
pemutusan pada gugus eter (C-O-C) di rantai polimer selulosa 
[33] [34].  
IV. KESIMPULAN/RINGKASAN 
Trichoderma harzianum dan Trichoderma sp. LM 1039 
mampu menghasilkan selulase yang memiliki aktivitas 
spesifik sebesar 223,89 U/ml dan 223,334 U/ml dengan kadar 
protein tertinggi sebesar 0,347 mg/ml dan 0,378 mg/ml. Hasil 
uji karakterisasi enzim, kedua isolat memiliki titik isoelektrik 
pada pH 5 sehingga protein enzim didominasi oleh asam 
amino bemuatan negatif dengan berat molekul 40,36 kDa. 
Penggunaan crude selulase dari kedua isolat dalam hidrolisis 
enzimatik pada beberapa substrat berselulosa menunjukkan 
bahwa kadar gula reduksi tertinggi terdapat pada substrat 
rumput laut yaitu 1,4 mM/ml. Sedangkan hasil analisis FTIR 
pada substrat yang termodifikasi menunjukkan adanya 
perubahan peak  pada 894 cm-1 yang mengindikasi gugus eter 
(C-O-C). 
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